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Se caracterizó el cariotipo de Passiflora quadrangularis (2n= 16) colectada en Colombia. 
El estudio se desarrolló a partir de raíces jóvenes, que fueron obtenidas a partir de semillas 
y plántulas. Longitud total del cromosoma, longitud del brazo largo y corto, índice 
branquial e índice centromérico fueron calculados. Posición del centrómero, número y 
posición de satélites fueron observadas. La especie estudiada mostro cromosomas 
metacéntricos, submetacéntricos y acrocénticos, con una longitud entre 41-101 pixeles. El 
cariotipo observado es homogéneo con la presencia de un par heteromorfico. El cariotipo 
obtenido varia con relación a otros estudio realizados en el Brasil, lo cual sugiere una 














La citogenética es una ciencia hibrida que tiene la capacidad de combinar dos disciplinas 
fundamentales: citología y genética, que comprende el estudio de la estructura, función y  
comportamiento cromosómico, por medio de técnicas citológicas, que buscan el manejo de 
principios básicos de la mitosis y cromosomas mitóticos. El propósito de esta disciplina 
varía dependiendo del objetivo y del material de muestra (animal o planta) dentro de la 
investigación (Sharma y Sharma, 1980; Singh, 2003).  
 
El laboratorio de citogenética de la Universidad Nacional de Colombia asociado con el 
Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales del departamento de biología, se han 
propuesto mantener activa la línea en investigación de citogenética vegetal, para lo cual 
disponen de un banco de plántulas de varias especies de Passifloras (Frutas de la pasión), 
que tienen importancia económica y ecológica, las cuales presentan gran interés para el 
desarrollo de programas de mejoramiento genético. 
 
Por consiguiente se da la necesidad de evaluar el complemento cromosómico de la Badea 
(Passiflora quadrangularis) especie que pertenece al género passiflora, el cual presenta una 
gran variabilidad inter e intra específica, con escaso estudio, ya que solo el 30% del género 
ha sido analizado (Melo et al., 2001; Souza et al., 2003, Souza et al., 2008). De las 
diferentes investigaciones realizadas al género se destacan los estudios realizados en 
citogenética donde reportan un número cromosómico base para el género n= 9 presentando 
variantes como: n=6, n=10 y n=12 para especies del Brasil. Se realiza este análisis con el 
fin de establecer un reporte del complemento cromosómico de Passiflora quadrangularis 














La familia Passifloraceae se desarrolla en zonas tropical y subtropical, caracterizada por ser 
plantas herbáceas, leñosas, usualmente trepadoras con zarcillos. El 90% de sus especies son 
endémicas de América (Holm-Nielsen et al, 1988; Vanderplank, 1991; Barrios, 2005), 
presentan una alta variabilidad  inter e intra específica (Souza et al., 2008).  La importancia 
económica de esta familia radica en la producción y comercialización del fruto, cultivos 
ornamentales, propiedades farmacológicas (Calderón, 2000; Angulo, 2009; Yoctkeng et al., 
2011).  
 
A raíz de la importancia económica que han adquirido las pasifloras, se ha observado un 
interés de estas en programas de mejoramiento genético, enfocados en potencializar las 
caracterizas del fruto, como el color, tamaño, sabor y contenido nutricional (Souza et al., 
2008). Dentro de estos programas se destacan los estudios citogenéticos  los cuales tiene 
como principio determinar variaciones intra e inter específicas, determinar estabilidad y 
comportamiento cromosómico, convirtiéndose estos estudios en herramientas de 
caracterización de géneros, subgéneros, especies y variedades (Souza, et al., 2004; Souza et 
al., 2008). De las investigaciones realizadas en el área de citogenética se reportan análisis 
cariológicos para el género passiflora, registrando así un numero cromosómico base de 9 
cromosomas, mientras que sean establecidos números básicos secundarios  n=6, N=10, 
n=12, es por eso que es importante entender esta diversificación, ya que estas variaciones 
representan proceso de especiación en el género (Melo et al., 2000). 
 
Por consiguiente el objetivo de este estudio es realizar un análisis cromosómico de una de 
las especies del género passiflora (Passsiflora quadrangularis) con el propósito de 
determinar si se mantiene o presenta  variación el número cromosómico base para las 






3. PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 
 
¿Existe diferencia en el nivel de ploidía y/o en la composición y organización de los 
cromosomas de Badea para la especie cultivada en Colombia? 
 
4. MARCO TEÓRICO 
 
4.1. GENERALIDADES  
 
La familia Passifloraceae está constituida por 18 géneros y 630 especies distribuidos en las 
zonas tropicales y subtropicales, de los Andes (Holm-Nielsen et al, 1988; Vanderplanck, 
2000; Barrios, 2005). Las variedades pertenecientes a esta familia aún no han sido descritas 
en su totalidad y la mayoría de estas son nativas o endémicas de regiones tropicales del 
continente americano, lo que ha dado origen a una variabilidad intra e inter específica entre 
los miembros de esta familia (Vanderplanck, 2000; Viana et al 2003). Se distribuye desde 
el nivel del mar hasta altitudes superiores a 3000 m.s.n.m., pero la mayor riqueza en 
especies se encuentra en las regiones moderadamente cálidas y templadas, entre 400 y 2000 
m.s.n.m (Calderón, 2000), están adaptadas a un amplio rango de climas (0- 40°C) 
(Vanderplanck, 2000).  
 





 Orden Violales 
 Familia Passifloraceae 
Genero Passiflora 
 
Su interés económico se centra en la producción y comercialización de los frutos, su 
potencial farmacéutico y como plantas ornamentales (Hernández & Bernal, 2000). Se sabe 
que el 90% de las 630 especies de passifloras son originarias de América (Escobar, 1988). 
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En Colombia se han inventariado 164 especies, 58 de ellas se han considerado como 
endémicas, la región que presenta mayor diversidad es la región cafetera con un 59%. Sin 
embargo uno de los grandes problemas que enfrentan estas plantas es la fragmentación de 
las selvas andinas, lo cual genera que muchas especies se encuentren catalogadas como 
especies en peligro de extinción (Kattan, 1997; Hernández & Bernal, 2000; Calderón, 2000; 
Ocampo et al., 2007). 
  
Esta fruta recibe diferentes nombres a nivel nacional como internacional, de las cuales se 
destaca como tumbo (Perú), parcha (Venezuela), maracuyá melao (Brasil) y granadilla 
gigante (USA) (Vanderplanck, 2000; MacDougal & Feuillet, 2004; Yoctkteng et al., 2011).  
 
4.2. BOTÁNICA  
 
La Badea (Passiflaora quadrangularis)  pertenece al género passiflora, se caracteriza por 
presentar un tallo de cuatro lados (excepción en la base), a lo cual se le debe su nombre. 
Presenta zarcillos axilares, hojas enteras de 10 a 25 cm de longitud, peciolo largo, estípulas 
bien definidas, flores solitarias de 10 a 12 cm cuando están abiertas, cinco pétalos y cinco 
sépalos de color rojo en el centro y blanco amarillento en el ápice, tres brácteas, cinco 
estambres y tres carpelos, ovario de coloración amarilla o verde claro. El fruto es una baya 
ovoide de longitud variada, semillas de color negro, duras y aplanadas, están cubiertas por 
un arilo, característica que comparten las especies de esta género, en general el fruto 
presenta un sabor dulce ligeramente ácido con un aroma agradable (Vanderplanck, 2000; 
Yoctkteng et al., 2011).  
 
En Colombia se conocen dos variedades de badea, la primera es la del Chocó y la segunda 
es la badea gigante; la primera se caracteriza por ser un fruto mediano de 10 a 15 cm de 
largo, su pulpa es delgada y la planta presenta un follaje escaso, a diferencia de la segunda 
variedad. La badea gigante, se caracteriza por presentar un tamaño mayor de 10-25 cm de 
largo, coloración verde con tonalidades amarillas, el pericarpio es grueso de color blanco, 
sin embargo estas características no determinan la comercialización del fruto, ya que el 




Las passifloras son plantan que con frecuencia son polinizadas por abejas, colibrís y 
murciélagos, algunas especies de plantas son auto incompatibles y su fertilización ocurre a 
través de la polinización cruzada. Se ha presentado una co-evolución entre estas las plantas 
de passiflora con las larvas de mariposas Heliconiimi, ya que sus orugas se alimentan 
exclusivamente de sus hojas (Yoctkteng et al., 2011). 
 
4.3. IMPORTANCIA DEL CULTIVO DE BADEA 
 
En Colombia el cultivo de la Badea tiene una viabilidad grande en cuanto a su producción y  
comercialización dentro de las frutas tropicales o exóticas de exportación (Asohfrucol, 
2010; FAO, 2005; Isaac, 2009), lo cual se debe al sabor dulce y ligeramente ácido, 
presentando un aroma agradable como lo es característico de las frutas de la pasión 
(Passifloras).  
 
Sin embargo, por la carencia de datos que muestran un consolidado de la producción 
nacional y del área dedicada a la siembra, solo se puede hacer un estimativo de algunas 
regiones dedicadas a la producción de este cultivo en Colombia. La estadística señala que el 
departamento del Huila presenta un incremento del 2% anual pasando de producir 800 
toneladas en 1997 a 1387 toneladas en el 2009, tiendo picos de producción en los meses de 
abril y septiembre (MADR, 2007; SAM, 2009). Dentro de los valores existente para la 
exportación de los cultivos de frutales, el de passifloras (maracuyá, granadilla, gulupa y 
badea) representan un 67%, siendo Francia, Holanda, Suecia y Alemania los países que 
tienen una mayor importación (Vieira et al., 2004a; Isaacs, 2009). 
 
Según Rivera et al., (2002) el cultivo de passifloras en Colombia aparte de brindar un 
aporte económico, también logra tener impacto en áreas sociales y ambientales: “siendo un 
cultivo que brinda un desarrollo a núcleos familiares situados en las partes rurales y de 
igual manera se observa su efecto sobre el ecosistema mejorando el uso de los recursos 





El desarrollo de estos cultivos en el país ha dado una pauta en la producción, generando una 
innovación para el sector de producción, investigativo y tecnológico, aunque para lograr 
alcanzar un potencial en la producción se debe tener en cuenta el genotipo como principal 
componente para el desarrollo de este producto, es por ello que el suministro de un 
ambiente adecuado, logra generar altos rendimientos y mejor calidad en los frutos (Miranda 
et al., 2009).  Mediante estudios realizados por Ocampo et al., (2007), IPGRI, la 
Universidad Pontificia Javeriana de Colombia y el Centro Nacional de investigación en 
café, CENICAFE (Chinchiná, Colombia) han demostrado pérdida significativa de 
variedades en la familia Passifloraceae, con una disminución en su distribución, por lo cual 
es importante desarrollar métodos de conservación sostenibles que promuevan la 
producción agrícola y la preservación de su ambiente, ya que gran parte de la diversidad del 
genero passiflora está asociadas a endemismos y presentan altos niveles de producción 




La citogenética es una rama de la genética que permite obtener información precisa acerca 
del número y estructura de los cromosomas, de manera que se pueda comprender los 
mecanismos  implicados en la diversificación y variación intra o inter específica o la 
detección de híbridos inter específicos con sus consecuencias en la división celular de los 
organismos (Singh, 2003), además evalúa la diversidad y la variabilidad genética, por 
medio de técnicas de análisis de genomas en distintos niveles de complejidad (posición del 
centrómero, variaciones heterocromáticas, posición de los satélites y las constricciones 
secundarias), logrando determinar la posible variación intra e inter específica en la 
morfología de los cromosomas (Vieira et al., 2004b; Barrios, 2005; Souza et al., 2008). De 
esta manera la citogenética se convierte en una herramienta complementaria para la 
caracterización de géneros, subgéneros, especies y variedades, dado que en los rasgos 
reproductivos y evolutivos reflejan las diferencias entre las poblaciones y los 
polimorfismos en los individuos de una misma especie (De la sota, 1982; Souza et al., 




La citogenética vegetal desarrolla técnicas para el procesamiento de partes vegetales para 
estudios cromosómicos (ápices radiculares, polen, suspensiones celulares, callo, flor y 
tallo). Las técnicas que se emplean en citogenética se caracterizan por tener principio 
básicos en el manejo de tejidos proliferativos con activa división celular (meiosis o  
mitosis) los cuales son aplicable a todas las especies de plantas, ya que son procedimientos 
similares que consisten en colectar el tejido adecuado,  realizar la fijación, Hidrolisis de 
pared celular vegetal, tinción y aplastamiento para observar las células en división. Aunque 
los procedimientos suelen ser modificados dependiendo de las características de la especie 
o del objetivo del experimento (Singh, 2003; Pabón, 2011). El uso correcto de las técnicas 
de la citogenética vegetal determinará la obtención de placas con extendidos celulares de 
calidad adecuada para la identificación del número, morfología, localización de marcadores 
cromosómicos (Singh, 2003). 
 
4.4.1.  CICLO CELULAR E ÍNDICE MITÓTICO 
 
El ciclo celular es el proceso por el cual se da la reproducción de las células en todos los 
organismos vivos (Talledo et al., 1993; Singh, 2003; Valladolid et al., 2004) el cual 
comprende dos etapas: interfase (síntesis de DNA) y mitosis o meiosis (dos formas de 
división nuclear). La mitosis es el proceso por el cual las células duplican y dividen su 
material  núclear y citoplasmático, dando origen a dos nuevas células comprende cuatro 
fases: profase, metafase, anafase y telofase. En vegetales este proceso es de escasa 
duración; se estima que ocupa solo una séptima u décima parte de todo el ciclo  (1/7 a  1/10 
de todo el ciclo celular) (Talledo et al., 1993). El ciclo celular está estrictamente regulado, 
y su progresión depende de varios factores entre los cuales podemos citar calidad celular, 
tamaño, diferenciación y varios puntos de control internos en cada una de las fases (G1, S, 
G2 o M). Estas fases dependen de la trascripción del RNAt y de proteínas específicas que 
determinara el paso a la siguiente etapa o la apoptosis de la célula (Talledo et al., 1993; 
Alberts et al., 2002) 
 
La actividad de división celular en los organismos vivos y en especial en las plantas, 
depende en gran medida del fotoperíodo por lo que presenta variaciones en la tasa de 
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división celular, durante el día, por lo cual es importante determinar el comportamiento 
mitótico. Para ello, se debe establecer la hora mitótica, que permite conocer el pico de 
mayor actividad en las divisiones, momento apropiado para obtener mayor número de 
células en metafase. Conociendo la hora mitótica, se pueden implementar  tratamientos que 
tiene como finalidad aumentar el número de metafases, así como la efectividad en la 
separación en los cromosomas por métodos químicos (inhibidores de la separación) y 
físicos (hipotónica), (Talledo et al., 1993; Valladolid et al., 2004).  
 
Para determinar el análisis cronológico del ciclo celular se emplean diferentes métodos 
como (Figura 1) 
 
Índice mitótico: es la proporción de celular en cualquier fase de la mitosis dentro de la 
población celular analizada. 
 
Índice de fase: es la proporción de células en profase, metafase, anafase o telofase dentro 
de la población analizada. 
 
Índice mitótico parcial: es el cálculo que deriva de la media de los valores obtenidos en 
las observaciones realizadas en diversos intervalos de tiempo. 
 
 
Figura 1. Representación de las ecuaciones para la determinación del índice mitótico y el índice de 
fase. 
 
Todas las células de un organismo poseen cromosomas, pero estos sólo se puede evidenciar 
si la célula entra en división mitótica. Por consiguiente es importante que el tejido 
empleado presente tasas de división celular permanentes. Para el desarrollo de estudios 
citogenéticos en vegetales, los tejidos meristemáticos caulinar y/o radicular (axial y apical), 




Las técnicas en citogenética vegetal basan su aplicación en cinco pasos, para así lograr la 
inhibición del huso mitótico, degradación de la pared celular y tinción cromosómica. Estos 
cinco pasos son: pretratamiento, fijación, hidrolisis, tinción y “Squash” o aplastamiento del 
tejido (Figura2) (Fukui & Nakayama, 1996; Singh, 2003; Valladolid et al., 2004; Greiff, 
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El pretratamiento es un paso fundamental en el manejo del tejido vegetal, ya que 
determinara el estudio de los cromosomas somáticos (Singh, 2003), mediante la inhibición 
de la formación del huso mitótico, genera un aumento del número de células en metafase 
además y promueve una contracción en la longitud de los cromosomas (Singh, 2003; 
Valladolid et al., 2004). En este paso se emplean sustancias inhibidoras de la proliferación 
de las fibras del huso mitótico (Colchicina, 8- hidroxiquinolina, bajas temperaturas) las 
cuales tienen la capacidad de acumular un mayor número de células en metafase  en el 
meristemo. Para estandarizar esta técnica es importante determinar con anterioridad la hora 
mitótica y evaluar la temperatura, tiempo de exposición y la concentración de los 
inhibidores, de esta forma se determina la efectividad en el tejido. 
 
El pretratamiento con bajas temperaturas en agua (0-4°C) es ampliamente utilizado, sin 
embargo los tiempos de exposición son largos (12, 16, 18 y 24horas), lo cual genera 
también un mayor acortamiento de los cromosomas, por esta razón este método no es 
recomendable para especies con cromosomas pequeños (Singh, 2003).  
 
La 8-hidroxiquinolina, es una sustancia efectiva para plantas con cromosomas de tamaño 
pequeño, actúa sobre las constricciones primarias y secundaria (regiones organizadoras del 
nucléolo) genera mayor visualización de estas, además facilita la ubicación de estructuras 
centroméricas, los tiempos de exposición (> a 5 horas) y concentraciones (> 0,002M) 
tienden a variar, por lo se genera cromosomas con fallas en la estabilidad en su estructura 
favoreciendo uniones ectópicas entre ellos lo que se conoce como “cromosomas pegajosos” 
(Talledo et al., 1993, Singh, 2003).   
 
La Colchicina es una sustancia soluble en agua, fácil de utilizar (Elliot, 1964). Se 
caracteriza por inducir poliploidía en altas concentraciones y tiempos prolongados (Sharma 
y Sharma, 1980; Singh, 2003). Se recomienda para su uso, concentraciones de 0,1 - 0,5% 
durante 1 a 5 horas, ya que así genera alta proporción de células en metafase, contracción 






La fijación es un paso importante, detiene los procesos vitales del tejido vegetal, obtiene 
células en el momento de la división celular deseado, impide el progreso de la contracción 
o hinchamiento de los cromosomas, elimina restos citoplasmáticos, haciendo el tejido más  
sensibles a la tinción. Para este paso se emplean fijadores deshidratantes como Carnoy en 
diferentes variantes, la principal es 3:1 (etanol y ácido acético glacial), deshidrata 





Técnica donde se degrada la pared celular, alterando sus propiedades físicas, debilita las 
interacciones intercelulares, facilitando la separación de células durante el “squash” o 
aplastamiento uniforme del tejido. 
 
En este paso se emplea métodos de digestión ácida y/o enzimática. En la hidrólisis ácida se 
emplea el ácido clorhídrico (HCL) que genera una disolución de las sales pécticas de la 
pared, facilitando la separación de las células y el aclaramiento del citoplasma (Valladolid 
et al., 2004). El método enzimático emplea cócteles (mezclas) de enzimas como la 
pectinasa, celulasa y macerozima, que actúan sobre las pectinas, celulosa y hemicelulosa de 




La estructura y la morfología de los cromosomas solo se visualizan después de la tinción; 
tinción que emplean tintes con pH básico dada  la naturaleza ácida de la cromatina, facilita 
la afinidad heterogénea de los componentes celulares con los colorantes (Singh 2003; 
Valladolid et al., 2004); una vez que los cromosomas han sido teñidos, se realiza el 
aplastamiento o “squash” con ácido acético. 
 
Dentro de los colorantes más utilizados en citogenética vegetal se encuentra el acetocarmín, 
aceto orceina y la fucsina o reactivo de schiff (Singh, 2003; Greiff, 2005). El acetocarmín 
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se asocia a la estructura de ADN y la tiñe de rojo; es muy efectivo en la tinción de 
cromosomas somáticos (Singh, 1993). La aceto orceina genera una tinción fuerte en los 
cromosomas y deja una coloración suave del citoplasma produciendo un mejor contraste, su 
tinción es morada. El reactivo de Schiff se basa en la formación de grupos aldehídos en la 
desoxirribosa del ADN y se caracteriza por teñir de fucsia (Caetano et al., 2000; Singh, 
2003). 
 
4.4.6. “SQUASH” O APLASTAMIENTO  
 
Una vez tratado el tejido vegetal, se corta el tejido no mayor a 5 mm de longitud, se ubica 
sobre una lámina y se cubre con una laminilla, se presiona uniformemente, para que las 
células se dispersen y se ubiquen en un solo plano facilitando la visualización de los 
cromosomas (Sharma y Sharma, 1980). 
 
4.5 CITOGENÉTICA EN PASIFLORAS 
 
La familia Passifloraceae presenta gran diversidad  y se encuentra pobremente estudiada, 
limitando su conocimiento solo a las especies comerciales que representan un 30-40% de 
las especies descritas, dejando un vacío de información para el resto de las especies. Por 
consiguiente incentivar el desarrollo de diversos estudios como: distribución, tipo de 
polinización y los polinizadores, viabilidad del polen, genética, contenido de DNA nuclear, 
comportamiento meiótico y mitótico  (Barrios 2005; Souza et al., 2008), contribuyen sin 
duda a establecer métodos y/o estrategias de conservación del germoplasma y comprender 
la relación que presentan las diferentes especies de esta familia (Souza et al., 2008). 
 
La diversidad genética observada en las passifloras, principalmente en las especies 
silvestres, pueden llegar hacer consideradas como un banco de genes de interés potencial 
para los cultivadores de estas plantas en Colombia, con el fin de establecer nuevas 
variedades con características más interesantes (resistencia a patógenos, productividad etc.) 







5.1. OBJETIVO GENERAL 
 
· Determinar el complemento cromosómico de Badea (Passiflora 
quadrangularis) 
 
5.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
· Determinar el porcentaje de germinación  in vitro de semillas de badea. 
  
· Estandarizar protocolos para la obtención de cromosomas metafásicos a partir 
de ápices de raíz de semillas germinadas y de plántulas in vitro. 
 
· Determinar el comportamiento mitótico de Badea (Passiflora quadrangularis) 
en un período de 8 horas. 
 
· Caracterizar el complemento cromosómico en morfología y número a partir de 














6. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
El estudio se llevó a cabo en el Laboratorio de Citogenética del Instituto de Genética y en el 
Laboratorio de Cultivos de Tejidos Vegetales de la Universidad Nacional de Colombia. 
 




Figura 3. Etapas del proceso de determinación del cariotipo en Badea (Passiflora quadrangularis). 
 
6.1. MATERIAL DE ESTUDIO 
 
El material de estudio se obtuvo a partir de la germinación de semillas (comerciales de 
Semicol® y extraídas del fruto) y plántulas de badea obtenidas de investigaciones 
realizadas por el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales de la Facultad de Ciencias del 
Departamento de Biología de la Universidad Nacional. Se empleó el tejido meristemático 













6.2. ESTABLECIMIENTO ASÉPTICO DEL CULTIVO  
 
La propagación in vitro del material de badea fue realizada con base en los métodos 
empleados en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales. El medio de cultivo 
empleado fue MSM propuesto por Monteiro et al., (2000), el cual es una modificación del 
medio de cultivo MS (murashige y skoog). El medio MSM se considera un medio 
especializado para la propagación y establecimiento in vitro de pasifloras, ya que se 
caracteriza por suplir los requerimientos nutricionales de estas. Proporciona una 
concentración adecuada de calcio, cobre, hierro, magnesio y azufre, disminuyendo los 
niveles de boro y cloro,  de esta manera se asegura que el material empleado no sufra 
trastornos metabólicos los cuales provoquen cambios físicos y morfológicos. Del medio 
MSN se sirvieron 20 ml en un recipiente de vidrio con una capacidad de 100 ml, 
posteriormente fue llevado a esterilización a temperatura de 121°C por 20 minutos. 
 
6.3. GERMINACIÓN DE LAS SEMILLAS   
 
La viabilidad de las semillas comerciales (Semicol®) y extraídas del fruto fue determinada 
a través del porcentaje de germinación. Se emplearon 525 semillas las cuales fueron 
sometidas a  hidratación durante un período de 48 horas seguidos por tratamientos de 
desinfección, con el fin de reducir factores externos (contaminación por hongos y bacterias) 
que afecten la germinación de las semillas (Rodríguez et al., 2007).  
 
El proceso de desinfección al cual fueron sometidas las semillas fue con etanol al 70% 
durante dos minutos, posteriormente se sumergieron las semillas en hipoclorito al 1% 
durante quince minutos, el material fue lavado cinco veces con agua destilada esterilizada 
(Rodríguez et al., 2007).  
 
La viabilidad de las 525 semillas fue evaluada a partir del método de “rescate de embrión” 
donde se eliminó la testa (Figura 4), a la mitad del bloque de semillas se les dejo el 
endospermo y al resto sin endospermo dejando el embrión expuesto. Una vez obtenido los 
embriones fueron sembrados en medios de cultivos MSM suplementados con AG3 a una 




Figura 4. Extracción del embrión de Passiflora quadrangularis por la técnica de “rescate de 
embrión” 
 
Una vez sembrados los embriones, se cubrieron con una tapa de papel aluminio marcada 
con: nombre de la especie, fecha, tratamiento, posteriormente se selló con vinipel y fueron 
llevados al cuarto de incubación, el cual estaba regulado con una temperatura de 25 ± 2°C  
y fotoperíodo de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad (Rodríguez et al., 2007).     
 
Se realizaron observaciones cada 48 horas durante 10 semanas, determinando así el 
porcentaje de germinación de cada uno de los embriones sembrados, de esta manera se 
logra determinar el tiempo adecuado para la propagación de las plántulas y su 
enraizamiento, con el fin de obtener el tiempo conveniente para la cosecha de ápices 
radicales, el cual fue de 12 semanas de haber iniciado la germinación. 
 
6.4. ÍNDICE MITÓTICO 
 
Se obtuvieron cromosomas a partir de 500 ápices radiculares, fijados doce horas con 
Carnoy (3:1) a 4°C de temperatura, posteriormente se tiñeron con el reactivo de schiff 
treinta minutos a 42°C de temperatura, pasado los treinta minutos se cortaron los 
meristemos de los ápices, se les realizo el aplastamiento o “Squash”. Se analizaron al 
microscopio, para determinar la actividad mitótica de los meristemos. La evaluación de los 
meristemos determina su hora de corte, la cual está ligada al estado mitótico de la célula, ya 





Los análisis mitóticos se realizaron a partir del índice de fase (IF) e índice mitótico parcial 
y total (IM) de la célula (Moscone, 1990; Talledo et al., 1993), cabe resaltar que la 
actividad mitótica de los meristemos fue evaluada durante un  período de ocho horas (7 am 
– 3 pm) cada media hora. 
 
6.5. OBTENCIÓN DE CROMOSOMAS METAFÁSICOS 
 
La estandarización del protocolo para la obtención de cromosomas en Passiflora 
quadrangularis (Tabla 1), fue basada en técnicas descritas en citogenética vegetal 
(pretratamiento, fijación, hidrólisis, coloración), las cuales fueron modificadas con base al 
material (ápices radiculares de Passiflora quadrangularis) y al objetivo del estudio 
(Valladolidet al., 2004; Greiff, 2005; Rodríguez &Bueno, 2006, Rodríguez et al., 2007). 
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Tabla 1. Etapas y reactivos de citogenética utilizados para la obtención de cromosomas mitóticos 




6.6. DETERMINACIÓN DEL NÚMERO CROMOSÓMICO 
 
De los ensayos realizados se seleccionaron los micropreparados que presentaban mayor 
número de metafases de buena calidad y dispersión, facilitando la identificación 
morfológica de los cromosomas. El análisis de medidas, se realizó a partir de los valores de 
las longitudes de los cromosomas de seis metafases de diferentes plantas (Souza et al., 
2003).  
 
Los registros fotográficos se realizaron por medio del microscopio de fluorescencia marca 
Axiophot (Zeiss). Los ideogramas y la realización del cariotipo se elaboraron con el 
software Lucia Karyotyping. 
 
El ordenamiento e identificación de los cromosomas, se realizaron según el tamaño 
(longitud total, longitud brazo largo y brazo corto) y localización del centrómero. Se 
determinaron diferentes índices: Índice centromérico (Ic) e Índice branquial (Ib), que 
permiten clasificar los cromosomas como: metacéntricos, submetacéntricos, acrocéntricos y 
subtelocéntricos (Tabla 2 Figura 5) 
 
Tabla 2. Clasificación de cromosomas de acuerdo a la ubicación del centrómero utilizada para la 
caracterización de cromosomas 
 
Índice centromérico Índice branquial Clasificación 
40-50 1-1,7 Metacéntrico 
26-40 1,7-3 Submetacéntrico 
15-25 3,0-7 Acrocéntrico 





Figura 5. Representación de las ecuaciones para determinar el Índice branquial (Ib) e Índice 
centromérico (Ic) 
 
7. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
7.1. PORCENTAJE DE GERMINACIÓN 
 
Para los estudios citogenéticos es importante el desarrollo de plantas, por lo cual el 
porcentaje (%) de  germinación de las semillas,   permite  establecer  estrategias para la 
obtención de plántulas y a la vez refleja las condiciones iniciales del material incluido en el 
estudio. En la germinación se puede evaluar la eficiencia biológica, a través de la 
viabilidad de los embriones, como también se puede evaluar los principales problemas que 
afectan la disminución del porcentaje (%) de germinación como: dureza e impermeabilidad 
de la testa, embrión totalmente no formado, embrión fisiológicamente inmaduro o la 
presencia de inhibidores en la testa o en el endospermo, que in vitro se debe realizar 
tratamientos previos de hidratación, complementados o no con métodos físicos como 
perforaciones en la testa, la cual altera las propiedades físicas logrando inducir la 
germinación (Taiz & Zeiger, 2002; Velásquez et al., 2012). 
 
Los resultados obtenidos demuestran que las semillas a las cuales se les realizó el método 
de rescate de embrión quitando el endospermo por completo presentaron niveles de 
germinación mayores 37%, en relación con los embriones que tenían el endospermo 4,4%. 
Lo que demuestra que el endospermo genera posible latencia exógena en el embrión. La 
realización de este tipo de ensayos “rescate de embrión” es lenta y requiere de pericia, dado 
que se puede generar daños en el embrión si el corte de la testa no se realiza con cuidado, 

















germinación. Los niveles de germinación para todo el bloque de semillas fue bajo, sólo se 
alcanzó el 41% de las semillas sembradas (Figura 6), concordando con lo reportado por 
Ellis et al., (1985) y Velásquez et al., (2012) donde afirman que el porcentaje de 
germinación de  passifloras es bajo en tratamientos con agua, por lo que se requiere que las 
semillas sean escarificadas y se les induzca variaciones de temperaturas que oscilan entre 
los 4° a 30ºC durante 16 h y 8 h respectivamente, generando así cambios químicos 
(degradación del ácido absícico ABA) y físicos (expansión y contracción de los tejidos de 
la cubierta seminal), de modo que se pueda eliminar la latencia exógena en la semilla, para 



















Figura 6. Evaluación del porcentaje de germinación de Badea en semillas con y sin endospermo. 
 
Otro posible factor que influyó en la germinación es la incidencia y calidad de luz como 
también la edad, tiempo de almacenamiento y la calidad de las semillas, la cual está 
determinada en parte por el tipo de polinización que presente el material. Se ha 
determinado que en las pasifloras hay especies que presentan auto incompatibilidad, por lo 
cual puede esta condición generar problemas en la formación y viabilidad de la semillas, es 
por esto que se debe realizar la evaluación de la eficiencia y manejo de los polinizadores,  
su efecto sobre la producción de semilla, sin embargo estos estudios no se han realizado 
para la badea. Es importante determinar en este tipo de ensayos si las semillas presentan 
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fotoblasticidad negativa o positiva dado que esta condición ayuda a determinar un mayor 
porcentaje de germinación (Maciel et al., 1996; Taiz & Zeiger, 2002; Velásquez et al., 
2012) 
 
A consecuencia de la baja germinación de las semillas, se empleó como estrategia 
complementaria la recolección de ápices radiculares, a partir de plántulas in vitro de badea 
de investigaciones anteriores del laboratorio de cultivo de tejidos vegetales. 
 
7.2. DETERMINACIÓN DE LA HORA DE CORTE  
 
En este estudio se evaluó la hora mitótica para P. quadrangularis (Figura 7) en un período 
de 8 horas (7:00 – 15:00), bajo un manejo in vitro con condiciones de temperatura de 21°C 
y fotoperíodo 16 horas luz y 8 horas oscuridad, para establecer la hora apropiada para la 
recolección de meristemos, asegurándose así que las células  presentan mayor acumulación 
de células en metafase. 
 
Las condiciones in vitro que se manejaron en el laboratorio, influyeron en la actividad 
mitótica por ende en la división celular (Pabón, 2011). Se puede llegar asumir que la 
actividad mitótica es dependiente del ritmo circadiano, por consiguiente se observa que a 
medida que va pasando el tiempo hay variaciones en la actividad mitótica, es decir que a 
determinadas horas hay aumento significativo en la tasa de división celular en los 
meristemos (Taiz & Zeiger, 2002; Rodríguez et al., 2004). Por lo cual fue necesario 





Figura 7. Determinación de las frecuencias de metafases en un período de 8 horas 
 
Se analizaron 8.000 células aproximadamente y se obtuvo como resultado que el índice 
mitótico e índice de fase fue de 52% y 57,42% respectivamente (Tabla 3, Anexo 2 y 3), lo 
cual indicó que la hora propicia para realizar el corte de los ápices radiculares de Passiflora 
quadrangularis está en un rango de 12:30 - 13:30, observándose un pico de mayor división 
de células hacia la 13:00. La duración relativa de cada fase y del índice mitótico, se 
estableció a partir de la proporción de células en mitosis respecto al total de células de la 
muestra.  
 
Tabla 3. Índice de Fase (IF) e índice mitótico (IM) para las horas donde hubo mayor acumulación 
de células en metafase 12:30-13:30 
Estado Total Profase Metafase Anafase Telofase 
Frecuencia 2281 454 687 57 4 
IF (%) 100 37,64 57,42 4,65 0,29 
IM (%) 52,59 
 
Se presenta mayor frecuencia de células en el estado de interfase, demostrando así que esta 
fase tiene una importante actividad metabólica que permiten generar la mitosis. Los 
resultados obtenidos coinciden con Pabón (2011) donde se registra que en  Passiflora 
























Frecuencia de metafases por hora
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cual se podría afirmar que para el género passiflora la mayor actividad de división se 
encuentra en ese rango de tiempo bajo condiciones in vitro.  
 
Fukuima y Nakayama (1996) han reportado que para gran variedad  de especies en 
condiciones no in vitro, la hora donde se presenta aumento en la actividad mitótica esta 
alrededor de las 9 am, lo que significa que realizar preparaciones fuera de este periodo, se 
encontrara mayor número de células en interfase, generando  un bajo índice mitótico. De 
esta manera se asegura que las condiciones donde se desarrolle la planta van a influir en la 
actividad metabólica, la cual está influenciada a su vez por el umbral de absorción de 
nutrientes y agua. Los periodos de luz y oscuridad son necesarios para que las células 
sinteticen el material suficiente (proteínas que promueven y controlan la mitosis)  para dar 
inicio a la mitosis (Rodríguez, 2004).  
 
 
7.3. ESTABLECIMIENTO DEL NÚMERO CROMOSÓMICO  
 
Para establecer el número cromosómico se evaluaron extendidos de ápices radiculares de 
plántulas in vitro, sometidos a diferentes tratamientos de la citogenética vegetal (Tabla 1) 
(Moscone, 1990; Sharma & Sharma, 1991; Fukui y Nakayama, 1996; Caetano et al., 
2000), para luego analizar e identificar los cromosomas al microscopio. 
 
Es importante tener en cuenta que para realizar el protocolo se deben emplear raíces 
jóvenes (raíces primarias y/o secundarias), ya que estos portan los meristemos en la parte 
caulinar  y facilita la obtención de cromosomas en metafase, dado que son estos los únicos 
tejidos en vegetales con división activa. 
 
Se presenta el resumen de los resultados de la estandarización del protocolo en el anexo 1.  
 
7.3.1. PRETRATAMIENTO  
 
Se emplearon mecanismos físicos (Bajas temperaturas) y sustancias inhibidoras del huso 
(colchicina e 8-Hidroxiquinolina) en diferentes concentraciones, con el fin de evaluar la 
concentración adecuada  que genere mayor acumulación de células en metafase. La tabla 4, 
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muestra el efecto de los agentes inhibidores del huso en la célula, a partir de las diferentes 
concentraciones y tiempo de exposición de los agentes. De este modo se observa que  la 
colchicina en concentraciones de 0,25% y 0,5% disueltas en dimetilsulfóxido (DMSO) 2% 
a 3 horas de exposición, generan mayor acumulación de células en metafase a diferencia de 
los demás agentes que requieren mayor tiempo de exposición, dado que 3 horas exposición 
no logra que el agente influya en el tejido, por lo cual no se observa en los extendidos una 
concentración de células adecuadas.  
 
Tabla 4. Efecto de los agentes inhibidores del huso en la célula con respecto al tiempo de exposición y 
concentración. (* Baja concentración de metafases, ** media concentración de metafases, *** alta 
concentración de células en metafase) 
Pretratamiento Concentración 
Tiempo de exposición (Horas) 
1 2 3 
Bajas temperaturas 4 ºC * * * 
Colchicina 
0,25% en solución de DMSO 2% * * ** 
0,5% en solución de DMSO 2% * ** *** 
1% * * ** 
8-Hidroxiquinolina 
0,02 M * * * 
0,002 M * * ** 
 
A partir de los resultados obtenidos se demostró que la colchicina al 0,5% disuelta con 
DMSO al 2% con tiempo de exposición de 3 horas, genera mejores resultados, lo cual se 
refleja en el índice de fase (metafase) con un 57,42%, a diferencia de los tratamientos con 
8-Hidroxiquinolina y bajas temperaturas, que presentaron bajo índice metafasico  34,72% 
y 2,92% respectivamente. Para el caso de la colchicina se observó que está presenta 
mejores resultados cuando se solubiliza con DMSO al 2%, este comportamiento se debe a 
que el DMSO presenta sinergismo facilitando la penetración de la colchicina a la célula, 
modificando así los fosfolípidos de la membrana (Tanguy, 1996 en Rodriguez et al., 2007). 
Al emplear únicamente la colchicina se observó el caso contrario, en el cual no hubo 
acumulación significativa de células en metafase, debido a que la penetración de la 
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colchicina a la célula es limitada por los componentes de la pared (fosfolípidos y proteínas 
de membrana).   
 
7.3.2. FIJACIÓN  
 
Los resultados obtenidos demostraron que la fijación debe hacerse por lo menos por 12 
horas. Períodos más prolongados, deshidratan y endurecen el material dificultando los 
aplastamientos, por lo que se obtienen cromosomas muy cerrados, comprimidos y poco 
informativos. Lo anterior se relaciona con lo que varios autores describen que el período de 
efectividad del fijador Carnoy, está alrededor de las primeras 24 horas evitando así la 
deshidratación total de la célula (Rodríguez et al., 2007; Valladolid et al., 2004).  
 
Cuando se fijaron las raíces por 12 horas y se conservaron en Etanol al 96% frío, los 
resultados no fueron adecuados, dado que los extendidos mostraron material en varias 
capas y poca dispersión celular.  Aunque en este estudio no se realizó algunos autores 
como: Fukui y Nakayama (1996) y Valladolid (2004) que han trabajado en otras  especies, 
enfatizan en emplear alcoholes de menor concentración (70%) para conservar el material 
para estudios citogneticos posteriores, como bandas o FISH 
 
7.3.3. HIDRÓLISIS  
 
La pared celular  presenta resistencia agentes químicos y enzimático como consecuencia de 
un proceso evolutivo (Taiz & Zeiger, 2002; Rodríguez & Bueno, 2006, Rodríguez et al., 
2007), por lo que es necesario  emplear mecanismos que la debiliten para obtener buenas 
preparaciones. 
 
Para la hidrólisis se emplearon agentes ácidos que tienen la facilidad de alterar las 
propiedades físicas de la pared, ya que modifican la compleja estructura a partir de 
cambios de pH en el interior generando rupturas en la matriz (Taiz & Zeiger, 2002). Los 
resultados obtenidos en la etapa de hidrolisis (tabla 5) demostraron que el ácido clorhídrico 
a una concentración de 5N por 27 minutos bajo temperatura de 42°C, genera una 
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degradación de la pared celular preservando la estructura morfológica de los cromosomas 
sin alteración alguna, esto se ve reflejado en la concentración de metafases y la alta 
dispersión de células observadas en los extendidos. 
 
Tabla 5. Efecto del HCL en la degradación de la pared celular. (* Baja concentración de metafases y baja 
dispersión, ** Media concentración de metafases, pocas dispersas, *** Alta concentración de células en 





Tiempo de exposición 
(Minutos )  
Temperatura 
°C 
 10 12 15 20 25 27 30 
Acido HCL 
0,5 N * * * * * * * 
42 1 N * * * * * * ** 
5 N * * * * ** *** * 
 
7.3.4. TINCIÓN  
 
Se empleó el reactivo de Schiff, el cual tiene como principio teñir el ADN por medio de la 
formación de grupos aldehídos en la desoxirribosa del ADN (Greiff, 2005), por 
consiguiente se puede llegar a plantear que la tinción es proporcional al contenido de ADN 
presente, esto va asociado a que los ápices radiculares poseen mayor número de células en 
división, por ende estos se colorean con mayor intensidad que el resto del tejido (Singh, 
2003). De esta manera se observa una coloración intensa en la zona donde se ubica los 
meristemos, permitiendo una fácil manipulación de los ápices para realizar el “squash”. 
 
8. COMPOSICIÓN CROMOSÓMICA  
 
La estabilidad cromosómica evaluada a través del cariotipo permite definir que la población 
celular de P. quadrangularis presento una ploidía normal con relación a estudios previos. 
Los resultados presentaron una variabilidad en el número cromosómico, presentándose así 
células con 12, 14, 16 y 18 cromosomas, como consecuencia se realizaron análisis de 
distribución de frecuencias logrando así determinar el complemento cromosómico (Figura 
8), este comportamiento posiblemente se debe al pretratamiento con colchicina, ya que con 
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frecuencia esta solución genera aneuploidías, como resultado de anomalías en la división y 
separación de los cromosomas, generando pérdidas o agregados en los cromosomas, a nivel 
de duplicación o el nivel original de la célula (Elliot, 1964). A pesar del comportamiento 
que exhibe la colchicina, es la solución que muestra mejores resultados en comparación de 
la  8-hidroxiquinolina que requiere más tiempo de exposición. 
 
Figura 8. Frecuencia del número de cromosomas para hallar el complemento cromosómico en P. 
quadrangularis 
 
En la figura 9, se presenta el cariotipo con el ideograma correspondiente para la especie 
Passiflora quadrangularis cultivada en Colombia, donde el complemento cromosómico es 
de 2n= 16, con número base de n= 8 cromosómas, la longitud promedio de los cromosomas 






























Figura 9. Metafase, Cariotipo e ideograma de P. quadrangularis 2n=16 
 
Tabla 6. Longitud del Brazo Corto (BC), Brazo Largo (BL) y longitud total en pixeles del 




Cromosoma Long Total Long BC Long BL 
1 101,09± 0,99 33,1±1,6 55,7±4,5 
2 77,61± 4,74 24,5±4,0 53,0±5,9 
3 76,23± 5,92 22,3±2,6 44,9±4,3 
4 69,20± 6,32 24,1±4,4 45,0±2,4 
5 62,63± 6,57 21,1±2,3 41,5±4,1 
6 58,88± 5,03 20,6±4,8 38,2±3,9 
7 54,08± 6,22 16,3±3,0 37,7±5,1 
8 40,19± 1,71 9,83±0,8 30,36±2,1 
 
Se determinó la composición cromosómica según lo planteado por Levan et al., (1964), la 
cual se ajusta a dos grupo; el grupo A conformado por elementos metacéntricos y 
submetacéntricos y el grupo B compuesto por elementos acrocéntricos y subtelocentricos.  
 
Los resultados citogenéticos obtenidos para P. quadrangularis mostraron  7 pares de 
cromosomas en el grupo A,  un par metacéntricos (isobranquial) el par 1 y  6 pares 
submetacéntricos heterobranquiales (pares 2, 3, 4, 5, 6 y 7). En el grupo B, un par 
acrocéntrico hyperbranquial, par 8. Esta clasificación está acorde con el índice 
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centromérico y el índice branquial (relación entre la longitud de los dos brazos P y Q) 
(Tabla 6 y 7). Presenta un cariotipo homogéneo, dentro de las características más 
significativas es la presencia de un par  heteromorfico (par 8). Por la morfología observada, 
este polimorfismo puede estar correlacionado con la presencia de la región organizadora 
nucleolar (NOR), visualizada como satélites en el octavo par cromosómico. Souza et al., 
(2003) describe el complemento cromosómico de  P. quadrangularis del Brasil, 
encontrando un complemento de 2n= 18, caracterizado por presentar 5 pares cromosómicos 
metacéntricos y 4 pares cromosómicos submetacéntricos, un satélite lineal y macro en el 
par cromosómico 1 y 8 respectivamente. 
 
Tabla 7. Clasificación de cromosomas de acuerdo a la ubicación del centrómero utilizada para la 
caracterización de Passiflora quadrangularis 
 
Cromosoma Indice centromerico Relación L/C clasificación Grupo 
1 40,5440831 1,46645114 Metacentrico A 
2 31,6277771 2,16177769 Submetacentrico A 
3 34,838632 1,87037677 Submetacentrico A 
4 33,1750852 2,01431027 Submetacentrico A 
5 33,6925861 1,96801201 Submetacentrico A 
6 34,9924991 1,85775531 Submetacentrico A 
7 30,2927581 2,30111902 Submetacentrico A 
8 25,161375 3,01169874 Acrocentrico B 
 
No se detectaron  alteraciones que involucren translocaciones, perdida o aumento en la 
cromatina y/o presencia de marcadores cromosómicos en ninguna las plántulas estudiadas, 
lo cual concuerda con la descripción realizada por Vieira et al., (2004a).  
 
Los resultados obtenidos posiblemente se deben a que la especie trabajada es producto de 
una translocación Robertsoniana, hipótesis que se plantea a raíz de la diferencia del número 
cromosómico entre el complemento cromosómico del Brasil y el obtenido para Colombia 
en este estudio. Diferencia que puede dar como resultado de un error en el apareamiento 
entre cromosomas metacéntricos robertsonianos y sus respectivos homólogos acrocéntricos. 
Se recomienda realizar estudios que determinen el tamaño del genoma para determinar si 




En Colombia no se han reportado análisis citogenéticos para esta especie, por lo cual no se 
conoce la conformación de su estructura, tamaño y número cromosómico. Por ende no se 
puede comparar, destacando así que posiblemente la variedad de P. quadrangularis 
analizada corresponde a una variedad diferente de los cultivares del Brasil, resultado que se 
da por las diferentes condiciones del hábitat (relación del genotipo y el ambiente), 
reflejándose así en la variación de su genoma (Souza et al., 2003) y como mecanismo de 
evolución de la especie (Melo et al., 2000), afirmando que el género passiflora presenta 
variabilidad intra específica (Vanderplanck 2000; Souza et al., 2003; Viana et al., 2003; 
Souza et al., 2008). 
 
Se recomienda realizar un estudio citogenético que evalué mayor número de individuos de 
diferentes localidades geográficas (ecotipos), para generar una base de datos de la 
población celular de P. quadrangularis, donde se analice a mayor profundidad posibles 
cambios en la citogenética, además evaluar estudios a nivel de tinción diferencial (Bandeo 





















La determinación de la hora mitótica es un paso fundamental en la obtención de 
cromosomas metafásicos, que es dependiente de las condiciones del ambiente como el 
fotoperíodo y la temperatura, por lo cual variaciones en las condiciones (in vitro) provoca 
alteraciones en el resultado. 
 
Dentro de las soluciones empleadas en el pretratamiento, la que mejor resultado 
proporcionó fue la colchicina al 0,5%  utilizada durante 3 horas, lo cual se evidenció en el 
alto porcentaje de células en metafase. A diferencia de la 8-hidroxiquinolina al 0,002M la 
cual requiere mayor tiempo de exposición. 
 
Para la obtención de cromosomas el protocolo se debe ajustarse a la calidad y la edad de la 
raíz, por lo cual se recomienda emplear raíces no mayores de 3 semanas de brotadas, ya 
que proporcionan mayor cantidad de células y un mejor manejo en el “squash” 
 
Se reporta un nuevo complemento cromosómico diploide  para P. quadrangularis: 2n=16, 
lo cual se deba a una translocación Robertsoniana, dando como resultado la diferencia en el 
número cromosómico encontrado por Souza et al., 2003. De este modo se asume que en 


















Protocolo para la obtención de cromosomas en Passiflora quadrangularis 
 
1. Cortar las raíces no más de 3 centímetros 
2. Sumergir los ápices radiculares con colchicina 0.5% por un tiempo de 3 horas. 
3. Lavar por 5 minutos y fijar en Carnoy por 12 horas a 4ºC. 
4. Lavar el tejido dos veces y posteriormente sumergirlo en agua destilada por 30 minutos 
a temperatura de 42°C. 
5. Realizar una hidrólisis ácida con HCL 5N por un tiempo de 27 minutos a 42°C. 
6. Lavar tres veces con agua destilada durante 5 minutos. 
7. Realizar la tinción con reactivo de Schiff a 42ºC por 30 minutos 
8. Realizar un squash de los meristemos radicales adicionándole 3 gotas de ácido acético 
al 45%. 
9. Cortar los meristemos y con ayuda de un cubre objeto presionar con la goma del lápiz, 
hasta tener un tejido en monocapa. 
10. Congelar a -70°C durante dos días 




















10.2 ANEXO 2  
 
Índice mitótico durante un periodo de 8 horas 
 




07:00 587 90 0 0 0 677 90 
07:30 540 86 0 0 0 626 86 
08:00 598 59 1 0 0 658 60 
08:30 513 62 2 0 0 577 64 
09:00 537 87 5 0 0 629 92 
09:30 505 108 8 0 0 621 116 
10:00 485 128 9 0 0 622 137 
10:30 465 120 21 0 0 606 141 
11:00 440 109 28 5 0 582 142 
11:30 417 149 34 13 11 624 207 
12:00 304 93 146 9 0 552 248 
12:30 231 133 171 17 1 553 322 
13:00 261 132 196 19 3 611 350 
13:30 283 96 174 12 0 565 282 
14:00 472 137 128 4 0 741 269 








10.3 ANEXO 3 
Índice de Fase para cada fase del ciclo (If interfase, Ifprofase, Ifmetafase, Ifanafase, Iftelofase) 
hora IM Ifi Ifp Ifm Ifa Ift 
07:00 13,2939439 652,222222 100 0 0 0 
07:30 13,7380192 627,906977 100 0 0 0 
08:00 9,11854103 996,666667 98,3333333 1,66666667 0 0 
08:30 11,0918544 801,5625 96,875 3,125 0 0 
09:00 14,6263911 583,695652 94,5652174 5,43478261 0 0 
09:30 18,6795491 435,344828 93,1034483 6,89655172 0 0 
10:00 22,0257235 354,014599 93,4306569 6,56934307 0 0 
10:30 23,2673267 329,787234 85,106383 14,893617 0 0 
11:00 24,3986254 309,859155 76,7605634 19,7183099 3,52112676 0 
11:30 33,1730769 201,449275 71,9806763 16,4251208 6,28019324 5,31400966 
12:00 44,9275362 122,580645 37,5 58,8709677 3,62903226 0 
12:30 58,2278481 71,7391304 41,3043478 53,1055901 5,27950311 0,31055901 
13:00 57,2831424 74,5714286 37,7142857 56 5,42857143 0,85714286 
13:30 49,9115044 100,35461 34,0425532 61,7021277 4,25531915 0 
14:00 36,3022942 175,464684 50,929368 47,5836431 1,48698885 0 
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